Deteksi Molekuler Infeksi Taura Syndrome Virus Pada Udang Vaname (Litopenaeus vannamel) dan Udang Galah (Macrobrachium rosenbergil) = Molecular Detection of Taura Syndrome Virus Infections in White Shrimp (Litopenaeus va by Fariha Wilisiani ,  Nur Rohmah ,  Irma Nur Rahmawati,  Nastiti Wijayanti

JSV 31(2),Desember2013 JURNAL
SAINVETERINER
ISSN : 0126 - 0421
DeteksiMolekulerInfeksiTauraSyndromeVirusPadaUdangVaname
(Litopenaeusvannamel)danUdangGalah(Macrobrachiumrosenbergil)
MolecularDetectionofTauraSyndromeVirusInfectionsinWhiteShrimp
(Litopenaeusvanname,)andGiantPrawn(Macrobrachiumrosenbergil)
FarihaWilisiani"Nur Rohmah"IrmaNur Rahmawati"NastitiWijayantil
IPakultasBiologi,UniversitasGadjahMada,Yogyakarta
Email:nurJohmah@y7mail.com
Abstract
Giantprawn(Macrobrachiumrosenbergii)andvanameshrimp(Litopenaeusvannamei)aretypesof
shrimpthatbecameexcellentcommoditiesin thefisheriessector.However,oneof theobstaclesin thevaname
shrimpaquacultureisadiseasecausedbytheinfectionofTauraSyndromeVirus(TSV). Oneoftheconsequence
of raisingthevanameshrimpinIndonesiaisthepossibilityofspreadingTSV infectioninanothershrimpspecies.
TSV infectioningiantprawnsin Indonesiahasnotbeenreported.Theaimsof thisstudywere:1.To determine
theresistanceof giantprawnstowardTSV infectionand2.To detectmolecularlyusingRT-PCR techniquethe
presenceofvirusesTSV onvanameshrimporgiantprawnsinfectedwith3differentdoses(0.05ml;0.10mland
0.15ml)ofTSV inoculumusingapairofspecificprimersforTSV 9992P(5'-AAG CTT GCG TAG ACA GCC-3
')and9195R(5'-TCAAGAATG GCT TCC TGG-3').Theresearchresultsshowedthatvanameshrimpmortality
infectedby 0.05ml; 0.10ml and0.15ml TSV inoculumswere14.28%,42.86%,and 57.14%,respectively.
WhereasthegiantprawnsmortalitythatwereinfectedusingthesamedoseofTSV inoculumswere0%,8.33%,
and8.33%,respectively.Positiveresultwasdetectedmolecularlyonly fromhaemolymphof vanameshrimp
infectedusing0.15mlofTSV inoculum.Ontheotherhand,positiveresultsweredetectedinpleopodandthegill
ofvanameshrimpinfectedusing0.05ml;0.10mlorO.15mlofTSV inoculums.In giantprawns,infectionusing
3 differentdosesof TSV inoculumscausesnegativeresultmolecularly.Basedon all of thefacts,it canbe
concludedthat,giantprawnshasthehigherresistancetoTSV infectionthanthatofvanameshrimp.
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Abstrak
Udanggalah(Macrobrachiumrosenbergii)danudangvaname(Litopenaeusvannamei)merupakanjenis
udangyangmenjadikomoditasunggulandalamsektorperikanan.Salahsatukendaladalambudidayaudang
vanameadalahpenyakityangdisebabkanolehinfeksiTauraSyndromeVirus(TSV). Dengandibudidayakannya
udangvanamedi Indonesia,memungkinkanterjadinyapenyebaraninfeksiTSV padaudangjenislain.Hingga
saatini, infeksi TSV padaudanggalahbelumpernahdilaporkan.Tujuan dari penelitianini adalah:1.
MempelajariketahananudanggalahterhadapinfeksiTSV dan2. MendeteksisecaramolekulervirusTSV
denganmetodeRT-PCR padaudanggalahdanudangvanameyangdiinfeksidengandosisinokulumTSV yang
berbeda(0,05ml;0,1mldan0,15m!)menggunakanpasanganprimerspesifikuntukTSVyaitu 9992P(5'-AAG
TAG ACA ACA GCC GCG CTT-3') dan9195R(5'TCA ATG AGA GCT TGG TCC-3'). Hasil penelitian
menunjukkanbahwamortalitasudangvanameakibatinfeksivirusTSV dengandosis0,05ml;0,1mldan0,15ml
masing-masingadalah14,28%,42,86%dan57,14%.Sedangkanmortalitaspadaudanggalahyangdiinfeksi
virusTSV dengandosisyangsarnamasing-masingadalah0%,8,33%dan8,33%.Hasilpositifsecaramolekuler
terdeteksidarisampelhemolimfaudangvanameyangdiinfeksi0,15mlinokulumTSV. Sebaliknya,hasilpositif
terdeteksidarisampelpleopoddaninsangudangvanameyangdiinfeksi0,05ml,0,1mldan0,15ml inokulum
TSV. Padaudanggalah,infeksimenggunakani okulumTSV dengan3 dosisyangberbedasecaramolekuler
hasilnyanegatif.Berdasarkansemuafaktadapatdisimpulkanbahwaudanggalahmemilikiketahananterhadap
infeksiTSV yanglebihtinggidibandingkanudangvaname.
Kata kunci: TSV,udangvaname,udanggalah,RT-PCR,hemolimfa
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Pendahuluan
Udanggalah(Macrobrachiumrosenbergii)
dan udang vaname(Litopenaeusvannamei)
merupakanjenis udangyangmenjadikomoditas
unggulandalamsektorperikanan.Udanggalah
adalah udang lokal yang telah banyak
dibudidayakan,sementaraudangvanameadalah
udang'pendatang/introduksi'yangjugatelahbanyak
dibudidayakan.Udangvanamememilikipotensi
yangbesaruntukdibudidayakandiIndonesiakarena
pertumbuhannyacepatdan lebih toleranltahan
terhadapperubahanlingkungan.Dengansifat-
sifatnyatersebut,tidak menutupkemungkinan
udangvanameakanmenggantikankeberadaan
udanglokal.Akantetapi,salahsatukendaladalam
budidayaudangvanameadalahpenyakityang
disebabkanoleh infeksiTauraSyndromeVirus
(TSV). Udangvaname(Litopenaeusvannamei)
yang telah terinfeksiTSV dapatmengalami
kematian80-85%sehinggadapatmenimbulkan
kerugiandalampembudidayaannya.Kerusakan
(luka)yangdisebabkanolehvirustersebutdapat
terlihatdariwamatubuhyangmenjadikemerahan,
terutamapadaekorudangyangmati.Bercakhitam
(melanisasi)yangtidakberaturandibawahlapisan
kutikulaakantampakpadaudangyangmasih
bertahanhiduptetapiudangini kemudianmenjadi
pembawa(carrier)virustersebut(Rufiati,2008).
Data Office Internationaldes Epizooties
(OlE)padatahun2009menyebutkanbahwaudang
vanamemerupakansalahsatujenis udangyang
dapatmenjadihospesdarivirustersebut.Selainitu
udangPenaeusetiferus,P.schmitti,P.monodon,P.
chinensis,P.japonicus,P.aztecus,P.duorarum,dan
Metapenaeusensisjugapemahdilaporkanterinfeksi
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olehTSV (OlE, 2009).Dengandibudidayakannya
udang vanamedi Indonesia, kemungkinan
penyebarani feksiTSV padaudang-udanglokal
dapaterjadi.Meskipundemikian,sampaisaatini
belumdiketahuidan belumpemahdilaporkan
adanyainfeksiTSV padaudanggalah.Ketahanan
udanggalahterhadapinfeksiTSV sampaisaatini
belumdiketahui.Sehinggaperluadanyapenelitian
untukmempelajaritingkatmorbiditasakibatinfeksi
TSVpadakeduajenisudangtersebut.
Deteksiinfeksi TauraSyndromeVirus
secaramorfologihanyadapatdikerjakanolehorang-
orangyang sudahberpengalamandan dengan
tingkatvaliditasyangtidakdapatdiukur.Oleh
karenaitudiperlukanmetodeyangdapatmendeteksi
adatidaknyainfeksivirustersebutdengantepatdan
cepat.Penelitianyang pemahdilakukanpada
Macrobraciumrosenbergiiyaitudilaporkanoleh
Hameedetal. (2004),yangmelakukanpenelitian
udanggalahyangterkenapenyakitWhiteTile
Disease(WTD)denganRT-PCR.Deteksimolekuler
TauraSyndromeViruspadaLitopenamousvannamei
danMacrobrachiumrosenbergiidenganRT-PCR
belumpemahdilakukandandipublikasikan.Deteksi
molekulerdenganteknikReverseTranscription
PolymeraseChain Reaction (RT-PCR) akan
digunakandalampenelitianini untukmendeteksi
keberadaanTSV danjugauntukmengetahuitingkat
kekebalanudangalahterhadapvirusTSV.
Materi danMetode
LitopenaeusvannameidanMacrobrachium
rosenbergiisehatmasing-masingsebanyak40 l,kor
denganberat::!::5sampai10gramperekordigunakan
sebagaimateripenelitian.Litopenaeusvannamei
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diambil dari daerah Sundak, Gunungkidul
Yogyakarta,sedangkanMacrobrachiumrosenbergii
diambildariBalaiBudidayaUdangGalah(BBUG)
SamasYogyakarta.Udangyangdigunakansebagai
materipenelitiandiaklimatisasielamaI minggu.
Litopenaeusvannameidipeliharadalamakuarium
air payausementaraMacrobrachiumrosenbergii
dipeliharadalamakuariumair tawar.Pakanyang
diberikanberupapeletsintetiksebanyak5% dari
biomassanyadandiberikan2x sehari(Modifiasi
Songetal., 2003).
InsangLitopenaeusvannameiyangpositif
terserangTSV diperoleh dari Balai Besar
PengembanganBudidayaAir Payau(BBPBAP)
Jepara.Insangtersebutdigerussampaihalus,
ditambahakuades(I :9)dandisentrifugasidengan
kecepatan3000rpmpadasuhu4°Cselama20menit.
Bagiansupematankemudiandipindahkankedalam
tabungbarudisentrifugasidengankecepatan8000
rpmpadasuhu4°Cselama30menit.Supematandari
hasilsentrifugasitersebutsiapdigunakansebagai
inokulum(Songetal.,2003).
TigadosisinokulumTSV (0,05ml;0,I0ml
dan 0,15ml) masing-masingdiinfeksikanpada
udangvaname(7ekortiapkelompokperlakuan)dan
udanggalah(12 ekortiapkelompokperlakuan).
JaringanyangdigunakanuntukdeteksiadanyaTSV
padamasing-masingjenisudangpadapenelitiani i
adalahemolimfa,pleopodaninsang.Sedangkan
metodedeteksiTSV yangdigunakanadalahreverse
transcriptasepolymerasechainreaction(RT-PCR)
menggunakanpasanganprimerspesifikuntukTSV
yaitu9992F(5'-AAGTAGACA GCCGCGCTT-
3')dan9195R(5'-TCAATGAGA GCTTGGTCC-
3').
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HasHdan Pembahasan
Taurasyndromemerupakanpenyakityang
disebabkanoleh infeksiTauraSyndromeVirus.
Selamainidiketahuipenyakittersebutmenjadisalah
satu kendaladalambudidayaudangvaname
(Litopenaeusvannamei).Infeksivirustersebutdapat
menyebabkankematian80-85%daripopulasinya
(Rufiati,2008).MenurutOlE (2009),udangvaname
merupakansalahsatuhostdariTauraSyndrome
Virus. Udangvanamemerupakanjenis udang
introduksiyangbanyakdibudidayakandiIndonesia.
Budidayaudangtersebutmemungkinkanadanya
penyebaraninfeksiTauraSyndromeViruspadajenis
udanglokalyangjugabanyakdibudidayakandi
Indonesia,salahsatunyadalahudangalah.Selama
ini belumpemahadalaporanmengenaiadanya
infeksiTauraSyndromeViruspadaudanggalah
karenatidakadapemeriksaanTSV terhadapudang
tersebutsehinggaketahananudanggalahterhadap
infeksiTSVbelumdiketahuisecarapasti.
Dalampenelitianini dilakukandeteksiada
tidaknyainfeksiTSVpadaudangvanamedanudang
galahdenganmetodeonestepRT-PCR.Metode
tersebutdapatmendeteksiadatidaknyainfeksivirus
dengantepatdancepat.TahapanRTdanPCRdalam
penelitianinidilakukandalamsatureaksisehingga
dapatmeminimalkankemungkinankontaminasi,
selainituwaktudeteksirelatifcepat.MenurutTuet
al. (1999),deteksiadatidaknyainfeksi Taura
SyndromeVirus juga dapatdiketahuidengan
beberapametode,yaitu denganpengamatan
morfologi.Kelemahandarimetodetersebutadalah
membutuhkanwaktuyangrelatiflamadandapat
bersifatsubyektifuntukmendeteksiadatidaknya
infeksi TSV. Sedangkanuntuk mengetahui
kerusakanselataujaringanyangtelahditimbulkan
olehvirustersebut,dapatdilakukandengananalisa
histopatologisdenganmengamatikerusakan
jaringansecaramikroskopisakibatinfeksi(Sukenda
dkk.,2008).PenelitianolehNunanetat. (1998)
membandingkandeteksiTSV padaudangvaname
secarahistologidanmolekuler,yaituRT-PCR.Hasil
penelitiantersebutmenunjukkanbahwametodeRT-
PCR lebihsensitifdaripadametodehistologidalam
mendeteksiadanyainfeksiTSVpadavaname.Selain
itu,deteksivirusdenganRT-PCRdapatdilakukan
denganpengujianhemolimfasehinggatidak
menyebabkankematianudangtersebut. Hal ini
berkaitan dengan fungsi hemolimfa pada
Crustaceaes bagairesponimuntubuhnya(Tuetat.,
200-300bp
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1999).
Darihasilpenelitianini diketahuibahwa
mortalitasudangvanameyangdiinfeksinokulum
TSV dengandosis0,05ml;0,10ml dan0,15ml
masing-masingadalah 14,28%,42,86%,dan
57,14%.Sedangkanmortalitasudanggalahyang
diinfeksinokulumTSV dengandosisyangsama
(0,05ml; 0,10ml dan0,15ml) masing-masing
adalah0%,8,33%,dan8,33%.Darihasiltersebut
dapatdiambilkesimpulanbahwa udanggalah
memilikiketahananlebihtinggiterhadapinfeksi
TSVdibandingkanudangvaname.Hasilamplifikasi
TSVdenganmetodeRT-PCRmenggunakansampel
hemolimfaudangvanameyangdiinfeksiinokulum
TSV dengandosis0,15ml menunjukkanbahwa
500bp
200bp
GambarI. HasilelektroforesisprodukRT-PCRuntukdeteksiTSV padahemolimfaudangvaname.Lajur1-2:
NegatifTSVdariudangvanameyangdiinfeksiTSV dengandosis0,05mldan0,10ml;Lajur3
PositifTSV darihemolimfeudangvanameyangdiinfeksiTSV dengandosis0,15ml;Lajur4:
Kontrol(-)danM:DNAmarker100bp.
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Dari Gambar1 diketahuibahwapada
perlakuanIII positifterdeteksiTSVyangdibuktikan
denganadanyapitaDNA denganukuran200-300
bp. Dalampenelitianini untuk deteksiTSV
digunakanpasanganprimer9992Fdan9195Ryang
diketahuimemilikiprodukRT-PCRsebesar231bp.
Sehinggapitasebesar200-300bpyangtampakpada
(A)
Gambar1tersebutkemungkinanbesarmerupakan
cDNA dariTSV.Bila dilihatdari morfologinya,
udangyang diinfeksidenganinokulumTSV
sebanyak0,15ml (perlakuanIII) ekomyatampak
berwamamerahdan terdapatbercakhitamdi
tubuhnya(Gambar2), seperti yang pernah
dilaporkanolehHassonet al. (1999)danRufiati
(2008).
(B)
Gambar2.Morfologiudangvanametanpaperlakuan(A)danudangvanamepositifTSV (B)
DariGambar2terlihatekorudangvanameyang
diinfeksidengan0,15 ml inokulumTSV (B)
berwamalebihmerahdibandingkandenganudang
tanpaperlakuan(A). Selainitu,tubuhudangjuga
terlihatlebihgelapdanadabeberapabintikhitamdi
bagianpangkalekor,kepala,danruas-ruassegmen
tubuhnya.Bintikhitampadatubuhudangvaname
merupakansel-seltubuhudangyangmengalami
nekrosis(Hassonetal.,1999).Halinimembuktikan
bahwaudangvanameyangdiinfeksidengan0,15ml
inokulumTSVpositifterinfeksivirustersebut.
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HasilperlakuanI danII yaituudangyang
diinfeksiinokulumTSV masing-masingsebesar
0,05ml dan0,1mlsecaramolekulernegatifTSV
(Gambar1).TerbuktidengantidakterlihatpitaDNA
sebesar200-300bppadalajur1(perlakuanI) dan
lajur2 (perlakuanII). Sampelyangdigunakan
untuk uji molekulerpada Gambar1 adalah
hemolimfa.Akantetapi,biladilihatsecaramorfologi
udangyangmendapatperlakuanI danII tampak
terinfeksiTSV(Gambar3.).
(A)
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(B) (C)
Gambar3.Morfologiudangvanamedengantanpaperlakuan(A), perlakuan0,05ml (B), danO,IOml(C)
inokulumTSV
Gambar3menunjukkanbahwasampeludang
vanamepadaperlakuanI (B) danII (C) secara
morfologikberbedadibandingkandengankontrol
negatif(A)yaitumemilikiekorberwamakemerahan
dandibagiantubuhnyat mpakadanyabintik-bintik
hitam.Hal tersebutmembuktikanbahwasecara
morfologikterjadiinfeksiTSVpadaperlakuanI dan
II. Berdasarkanhal tersebutkemudiandilakukan
deteksi ulang secara molekuler dengan
menggabungkans mpelpleopodaninsangudang
vanameuntukmeningkatkanjumlahRNA. Gambar
4dibawahinimenunjukkanhasildeteksimolekuler
TSVpadainsangdanpleopodudangvaname:
200-300bp
500bp
200bp
Gambar4.HasHelektroforesisprodukRT-PCRuntukdeteksiTSV padahemolimfaudangvaname.Lajur1-3:
PositifTSV darisampelpleopodaninsangudangvanameyangdiinfeksiTSV dengandosis0,05
ml(lajurI);O,lOml(lajur2)danO,15ml(lajur3).Lajur4:Kontrol(-)danM:DNAmarker100bp.
----
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DariGambar4diketahuibahwapadaperlakuan
I, II, danIII dengansampelpleopoddaninsang
udangvanameterlihatpitaDNAsebesar200-300bp
yangberartipositifTSV. MenurutOlE (2009),
deteksiTSV dapatdilakukandenganRT-PCR
menggunakansampelhemolimfa,pleopod,insang,
danseluruhtubuhlarvaudang.Bila dibandingkan
denganhasildeteksiTSVdengansampelhemolimfa
udangvaname(Gambar1), perlakuanI danII
menggunakansampelpleopoddan insangjuga
200-300bp
menunjukkanhasilpositifterinfeksiTSV.Hal ini
memperkuatdugaanbahwaRNA yangdiperoleh
darihasilisolasipleopod aninsanglebihbanyak
dibandingkanisolasiRNA darihemolimfasehingga
produkDNA darihasilamplifikasiRT-PCRjuga
lebihbanyak.
Dalampenelitianini jugadilakukandeteksi
TSV padahemolimfa,pleopoddaninsangudang
galah,tetapihasilnyaberdasarkanuji RT-PCR
(Gambar5) maupunmorfologiktubuhudang
(Gambar6)semuanyanegatif.
500bp
200bp 200-300bp
(A) (B)
Gambar5. HasilelektroforesisprodukRT-PCR deteksiTSV padahemolimfa(a),pleopoddaninsang(b)udang
galah.Ket.M: marker100bpladder, lajur1-3:sampelhemolimfaudanggalahdenganperlakuan
0,05ml(lajur1),0,1ml(lajur2),dan0,15ml(lajur3)inokulumTSV, lajur4: kontrol(-)TSV, lajur5:
kontrol(+)TSV, lajur6-8:sampelpleopoddaninsangudanggalahdenganperlakuan0,05ml (lajur
6),0,1ml(lajur7),dan0,15ml(lajur8)inokulumTSV.
(c) (D)
Gambar6.Morfologiudang alahyangdiinfeksidenganinokulumTSV sebanyak0,05ml(a),0,1ml(b),dan
0,15ml(c)sertakontrolnegatif(d).
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PadaGambar6, udanggalahperlakuanatau
tanpa perlakuantidak menunjukkanadanya
kemerahanpadaekomya.Adanyabintikhitampada
tubuhudanggalahdi keduabagiansisi samping
tubuhdekatabdomenpadaudanggalahbukan
merupakantandamelanisasikarenaTSV tetapi
merupakanciri normalyangdimilikiolehudang
galah.TidakdiketemukannyainfeksiTSV secara
morfologi dan molekuler dengan RT-PCR
dimungkinkanbahwa udang galah memiliki
ketahanantubuhyanglebihtinggiterhadapvirus
TSVdibandingkandenganudangvaname.
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